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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Nucleinsauremolekiile fur Pseudomonas-Nachweis, einen Kit sowie deren Verwendungen. 

5 Allgemeiner Hintergrund der Erfindung 

Das gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa ist ein weit-verbreitetes, fur den Menschen pathogenes Bak- 
terium, das vor allem fur Neugeborene und abwehrgeschwacbte Menschen ein hohes gesundheitliches Risiko darsteUt. 
Neben seiner hohen klinischen Relevanz, der haufig vorhandenen Anabiotikaresistenzen und der Bildung von Tbxinen, 
10 insbesondere des hochgiftigen Exotoxins A (Woods, D.E. and Iglewski, B.H., Rev. Infect. Dis. 5, 714-722 (1983), ist 
Pseudomonas aeruginosa einer der bedeutendsten, bakteriellen Verursacher von Lebensmittelvergiftungen. Fiir den 
Nachweis von Pseudomonas aeruginosa werden mittels konventioneller Verfahren mindestens 4 Tage benotigt. Die Ent- 
wicklung schneller Nachweisverfahren von Pseudomonas aeruginosa in Lebensmitteln und klinischen Proben ist daher 
dringend erforderlich. 

ts Fiir den routinemaBigen Einsatz zur Erfassung einzelner Mikroorganismen sind in den letzten Jahren eine Reihe neuer 
Methoden entwickelt worden. Hierzu zahlen immunologische Verfahren, die auf dem Einsatz polyvalenter oder mono- 
klonaler Antikorper beruhen und Verfahren, bei denen Nucleinsaure-Sonden zum Nachweis mittels Hybridisierung an 
keimspezifische Nucleinsauren eingesetzt werden. Als weitere Methoden werden diejenigen Verfahren beschrieben, die 
auf einer spezifischen Nucleinsaure-AmpUfikation basieren, mit oder ohne anschlieBende Bestatigungsreaktion durch 

20 Nucleinsaure-Hybridisierung. Eingesetzte Verfahren zur Amplifikation von Nucleinsauren sind z. B. die Polymerase- 
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PGR) [US Patente 4,683,195; 4,683,202; und 4,965,188], die Ligase-Ketten- 
reaktion [WO Veroffentlichung 89/09835], die "self-sustained sequence replication" [EP 329,822], das "transcription ba- 
sed amplification system" [EP 310,229] und das Qp RNA-Replikase-System [US Patent 4,957,858]. 
Die genannten Verfahren auf Nucleinsaure-Basis sind so sensitiv, daB, anders als bei konventionellen mikrobiologi- 

25 schen Verfahren, eine langwierige Anreicherung des nachzuweisenden Mikroorganismus aus der zu untersuchenden 
Probe entfallt oder stark verkiirzt werden kann. Eine Untersuchung auf An- oder Abwesenheit des jeweiligen Mikroor- 
ganismus ist daher bei Anwendung der genannten Verfahren auf Nucleinsaure-Basis in der Regel innerhalb eines Tages 
abgeschlossen. Insbesondere wenn fiir den Nachweis mittels konventioneller Verfahren mehrere Tage bis Wochen beno- 
tigt werden, wird hierdurch eine erhebliche Zeitverkiirzung erreicht. 

30 Es sind verschiedene Verfahren auf PCR-Basis zum Nachweis von Pseudomonas aeruginosa beschrieben. Mittels Am- 
plification einer 369 bp langen DNA-Region aus dem Exotoxin A-Gen konnte selektiv die Anwesenheit von Stammen 
der Spezies Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen werden [Khan et al. (1994), Appl. Environ. Microbiol. 60, 
3739-3745]. Zwar wurden mit diesem PCR-System keine Bakterien anderer Spezies erfaBt, jedoch konnte nur bei 96% 
der msgesamt 130 getesteten Pseudomonas aeruginosa-Stamme ein Amplifikat beobachtet werden. Dieses PCR-System 

35 ist somit nur bedingt fur die Etablierung eines Schnellverfahrens geeignet, mit dem die Anwesenheit aller Stamme von 
Pseudomonas aeruginosa zuverlassig nachgewiesen werden kann. 

Mit Hilfe eines weiteren, kurzlich veroffentlichten, auf einer Multiplex-PCR basierenden Verfahrens gelang der selek- 
tive Nachweis von fluoreszierenden Pseudomonaden einerseits und Pseudomonas aeruginosa andererseits [De Vos et al 
(1997), J. Clin. Microbiol. 35, 1295-1299]. Jedes der insgesamt 150 getesteten Isolate von Pseudomonas aeruginosa 

40 konnte mit diesem Verfahren erfaBt werden. Nachteilig ist jedoch, daB das fiir die selektive Erfassung von Pseudomonas 
aeruginosa herangezogene oprE-Gen auch in anderen Spezies der Gattung Pseudomonas hochkonserviert ist. So sind die 
Aminosauren, die im Bereich der Bindungsstellen der von Voss et al. verwendeten Primer kodiert werden, in Pseudomo- 
nas putida und Pseudomonas aeruginosa identisch. Der Nachweis von Pseudomonas aeruginosa beruht somit lediglich 
auf einigen wenigen unterschiedlichen Basenpaaren bedingt durch die Variation der dritten Position einzelner Aminosau- 

45 recodons. Dies birgt erfahrungsgemaB eine groBe Gefahr des Auftretens von falsch-positiven bzw. falsch negativen Er- 
gebnissen. 

Das beschriebene Multiplex-PCR-System bietet zudem wegen der hohen Konservierung der oprl und oprL-Gene wohl 
kaum die Moglichkeit, durch z. B. Einsatz verschiedener Sonden im AnschluB an die PCR-Reaktion, auch andere kli- 
nisch relevante Spezies der Gattung Pseudomonas nachzuweisen, wie z. B. Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas 
50 mendocina, Pseudomonas putida oder Pseudomonas stutzeri. 

Ziel der hier dargestellten Erfindung war die Etablierung von Nucleinsauresequenzen, deren Einsatz als Primer und/ 
oder Sonden eine moglichst vollstandige Erfassung aller Vertreter der Spezies Pseudomonas aeruginosa sicherstellt. Ein 
weiteres Ziel der Erfindung war das Auffinden eines Genom-Bereiches, der innerhalb verschiedener Spezies der Gattung 
Pseudomonas ausreichend hohe Sequenz-Variabilitat aufweist, urn optional auch den Nachweis anderer Spezies der Gat- 
55 tung Pseudomonas zu ermoglichen, z. B. durch Einsatz verschiedener Varianten von Primern und/oder Sonden in der 
PGR bzw. im AnschluB an die PGR 

Je nach GroBe der zu detektierenden Gruppe von Mikroorganismen und evolutionare Verwandtschaft (Ahnlichkeit) 
von abzugrenzenden (nicht zu erfassenden) Mikroorganismen erfordert ein auf differentieUen DNA-Sequenzen basieren- 
der Nachweis sehr umf angreiche Vorarbeiten, urn jeweils geeignete DNA-Sequenzen mit der gewiinschten Spezifitat zu 
60 finden. Die hier dargelegte Erfindung betrifft solche DNA-Sequenzen, mit denen der Schnellnachweis von Bakterien der 
Gattung Pseudomonas, insbesondere von Pseudomonas aeruginosa moglich ist. 

Beschreibung der Erfindung 

65 GemaB einer Ausfuhrungsform wird die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe durch ein Nucleinsauremolekiil ge- 
lost, das dadurch gewinnbar ist, daB man von mehreren Stammen ausgeht, die einerseits einer nachzuweisenden Gruppe 
von Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits nicht-nachzuweisenden Bakterien angehoren, 



2 



BNS0OCID: <De_1973961 1A1_I_> 



DE 197 39 611 A 1 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Stanun der genannten Bakterien (erster Stamm) genomische DNA iso- 
liert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region gegebenenfalls mit dem direkt angrenzenden 23S- 
Bereich und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (erstes 
Amplifikationsprodukt), s 

(c) mit einem zweiten, dritten, . . . und/oder nten Stanun der genannten Bakterien jeweils gemaB Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoliert, die 23S/5S-intergenische Region mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder 
dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, . . .-ntes 
Amplifikationsprodukt) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaB (b) und (c) gewonnenen Amplifikationsprodukten be- 10 
stimmt und die DNA-Sequenz des Amplifikationsproduktes gemaB (b) mit der DNA-Sequenz eines oder mehrerer 
Amplifikationsprodukte gemaB (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzuwei- 
sende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas von nicht-nachzuweisenden Bakterien anhand von Unter- 
schieden an mindestens einer Nukleotidposition im Sequenzbereich des Nucleinsauremolekiils unterscheiden laBt IS 

Das erfindungsgemaBe Nucleinsauremolekul kann dadurch gewinnbar sein, daB man von Stammen ausgeht, die einer- 
seits nachzuweisenden Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits nicht nachzuweisenden Bakterien eines an- 
deren Genus (anderer Genera) als Pseudomonas angehoren. 

GemaB einer weiteren Ausflihrungsform wird die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe durch ein Nucleinsaure- 20 
molekiil gelost, das dadurch gewinnbar ist, daB man von mehreren Stammen ausgeht, die einer nachzuweisenden und ei- 
ner nicht-nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudomonas-Stamm dieser Gruppen (erster Stamm) genomische DNA 
isoliert, 25 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region gegebenenfalls mit dem direkt angrenzenden 23S- 
Bereich und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (erstes 
Amplifikationsprodukt), 

(c) mit einem zweiten, dritten, . . . und/oder nten Pseudomonas-Stamm dieser Gruppen jeweils gemaB Stufen (a) 
und (b) genomische DNA isoliert, die 23S/5S-intergenische Region mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/ 30 
oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, 

. . .-ntes Amplifikationsprodukt), 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaB (b) und (c) gewonnenen Amplifikationsprodukten be- 
stimmt und die DNA-Sequenz des Amplifikationsproduktes gemaB (b) mit der DNA-Sequenz eines oder mehrerer 
Amplifikationsprodukte gemaB (c) vergleicht und 35 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzuwei- 
sende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas von der nicht-nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des 
Genus Pseudomonas anhand von Unterschieden an mindestens einer Nukleotidposition im Sequenzbereich des Nu- 
cleinsauremolekiils unterscheiden laBt. 

40 

Das erfindungsgemaBe Nucleinsauremolekul kann dadurch gewinnbar sein, daB man von Stammen ausgeht, die einer 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien der Species Pseudomonas aeruginosa und einer nicht-nachzuweisenden Gruppe 
von Bakterien anderer Pseudomonas-Species angehoren. 

Femer betrifft die Erfindung ein Nucleinsauremolekul der SEQ JD NO 1 oder der hierzu komplementaren Sequenz. 

Femer betrifft die Erfindung ein derartiges Nucleinsauremolekul mit einer gegeniiber dem vorstehenden Nucleinsau- 45 
remolekul verkiirzten Sequenz, und zwar der Sequenz des Bereiches oder im Bereich der Nukleotidpositionen 12 bis 
131. 

Femer betrifft die Erfindung ein derartiges Nucleinsauremolekul mit einer gegeniiber einem Nucleinsauremolekul der 
SEQ ID NO 1 verkiirzten Sequenz, namlich 

50 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iii) der zu (i) und (ii) jeweils komplementaren Sequenz. 

Femer betrifft die Erfindung ein Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 2 oder der hierzu komplementaren Sequenz. 55 
Ein erfmdungsgemaBes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es hinsichtlich seiner Sequenz 
bei mindestens 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorheigehen- 60 
den Anspriiche iibereinstimmt oder 

(iii) in 8 von 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorherge- 
henden Anspriiche iibereinstimmt oder 

(iv) zu mindestens 90% mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche homolog 

ist 65 

Ein derartiges erfindungsgemaBes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es 10 bis 250 und vor- 
zugs weise 15 bis 30 Nukleotide lang ist. 
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Ein erfindungsgemaBes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es einzelstrangig oder doppel- 
striingig vorliegt. . 

Ein erfindungsgemaBes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es 

(i) alsDNAoder 

(ii) als (i) entsprecbende RNA 
(hi) als PNA vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremolekul gegebenenfalls in einer fur analytische Nachweisverfahren, insbesondere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Amplifizierung, an sich bekannten Weise modifiziert ist. . 

So kann ein erfindungsgemaBes Nucleinsauremolekul dadurch modifiziert sein, daB bis zu 20% der Nukleoude von 
mindestens 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette, insbesondere 1 oder 2 Nukleoude, durch fur 
Sonden und/oder Primer an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, insbesondere durch Nukleotide, die bei Bakte- 
rien nicht natiirlich vorkommen. 

Femer kann das erfindungsgemaBe Nucleinsauremolekul dadurch oder zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert 
sein daB es in einer fur analytische Nachweisverfahren an sich bekannten Weise eine oder mehrere radioaktive Gruppen, 
farblge Gruppen, fluoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immobilisierung an fester Phase und/oder Gruppen fur eine in- 
direkte oder direkte Reaktion, insbesondere eine enzymatische Reaktion, insbesondere mit Hilfe von Antikorpern, Anu- 
genen, Enzymen und/oder Substanzen mit Affinitat zu Enzymen oder Enzymkomplexen, und/oder anderweitig modifi- 
zieren'de oder modifizierte Gruppen nucleinsaureahnlichen Aufbaus aufweist. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform wird die der Erfindung zugrundeUegende Aufgabe durch einen Kit fiir analy- 
tische Nachweisverfahren gelost, insbesondere zum Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas, wobei der Kit 
gekennzeichnet ist durch ein oder mehrere erfindungsgemaBe Nucleinsauremolekule. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform wird die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe durch eine \erwendung 
von einem oder mehreren erfindungsgemaBen Nucleinsauremolekulen oder eines erfindungsgemaBen Kits zum Nach- 
weis der An- oder Abwesenheit von Bakterien gelost, welche einer Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas an- 

8e me e erfindungsgemaBe Verwendung kann dadurch gekennzeichnet sein, daB die Gruppe von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas verschiedene Stamme von Pseudomonas aeruginosa umfaBt oder durch diese Stamme gebildet wird. 
» Eine derartige erfindungsgemaBe Verwendung kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es sich bei der Gruppe von 
Bakterien der Gattung Pseudomonas ausschlieBlich urn Pseudomonas aeruginosa-Stamme handelt. 

Ferner kann eine erfindungsgemaBe Verwendung dadurch gekennzeichnet sein, daB man eine Nucleinsaurehybndisie- 
rung und/oder eine Nucleinsaureamplifikation durchfuhrt. 

Ferner kann eine erfindungsgemaBe Verwendung dadurch gekennzeichnet sein, daB man erne Polymerase-KettenreaJc- 
i tion als Nucleinsaureamplifikation durchfuhrt. . 

Ferner kann eine erfindungsgemaBe Verwendung dadurch gekennzeichnet sein, daB man den Nachweis dadurch 
durchfuhrt daB man die nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden Bakterien anhand von Unterschieden 
der genomischen DNA und/oder RNA an mindestens einer Nukleotidposition im Bereich eines erfindungsgemaBen Nu- 
cleinsauremolekiils unterscheidet. . , „ , , TT . , 

) Ferner kann eine erfindungsgemaBe Verwendung dadurch gekennzeichnet sein, daB man anhand von Unterschieden 
im Bereich eines Nucleinsauremolekiils der SEQ ID NO 1 oder der hierzu komplementaren Sequenz unterscheidet. 

Zur Detektion von spezifischen Mikroorganismen mittels Nucleinsaure-Hybridisierung oder -Amphfikation werden 
erfindungsgemaB also keimspezifische Oligonukleotide eingesetzt. Keimspezifische Oligonukleotide sind Nucleinsau- 
ren 10 bis 250 Basen (vorzugsweise 15 bis 30 Basen) lang, deren Basensequenz charakteristisch fiir einen spezifischen 
5 Mikroorganismus oder eine Gruppe von Mikroorganismen ist. Eine Hybridisierung an DNA bzw. eine Amphfikation von 
DNA bei Einsatz dieser keimspezifischen Oligonukleotide (z. B. als Primer oder Sonden) mit den oben genannten Ver- 
fahren kann, unter geeigneten Reaktionsbedingungen, nur dann erfolgen, wenn die DNA der jeweils nachzuweisenden 
Mikroorganismen anwesend ist. 

Prokaryontische Ribosomen beinhalten drei distinkte Nucleinsaurekomponenten, welche allgemein als 5S, 16S und 
0 23S rRNA (ribosomale Ribonucleinsaure) bekannt sind. Die genetische Information fur diese Ribonucleinsauren 
(rDNA) ist im Genom typischerweise in Form von Tandems angeordnet. Die Organisation einer solchen Einheit ist 16S- 
23S-5S wobei die drei Gene durch kurze hypervariable intergenische Regionen voneinander getrennt sind. Die Einhei- 
ten sind im Genom mehrfach vorhanden, wobei die Anzahl der sich wiederholenden Einheiten in verschiedenen Bakte- 
rien variieren kann. Die hohe Konservierung der DNA-Sequenz im Bereich der 16S rDNA, der 23S rDNA und der 5S 
5 rDNA iiber das gesamte Bakterienreich ermoglicht ein Design von nicht-spezifischen Oligonukleotiden auch ohne ge- 
naue Kenntnis der DNA-Sequenzen der zu untersuchenden Mikroorganismen. Solche nicht-spezifischen Ohgonukleo- 
tide sind charakteristisch fur eine groBere, in der Regel phylogenetisch verwandte Gruppe von Mikroorganismen. Durch 
Einsatz dieser nicht-spezifischen Oligonukleotide gelingt dem Fachmann, z. B. nach entsprechenden Vorversuchen 
durch DNA-Amplifikation mittels PGR, die Isolation von rDNA-Fragmenten, z. B. der 23S/5S intergemschen Region ei- 
io nes beliebigen Mikroorganismus. Durch DNA-Sequenzierung kann dann die Sequenz der hypervanablen intergemschen 
Regionen des betreffenden Mikroorganismus bestimmt werden. 

DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergemschen Region einer moglichst groBen Anzahl nachzuweisender Bakterien 
(z. B. von verschiedenen Pseudomonas-Spezies) einerseits und nachfolgender Vergleich dieser DNA-Sequenzen ande- 
rerseits erlauben das Auffinden von DNA-Bereichen, die in der untersuchten Gruppe (z. B. alle Pseudomonas-Spezies) 
55 nicht oder nur unwesentlich verandert ist. _ 

DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergemschen Region ausgewahlter nicht-nachzuweisender Bakterien (z. B. Bakte- 
rien die nicht zur Gattung Pseudomonas gehSren) einerseits und nachfolgender Vergleich dieser DNA-Sequenzen mit der 
Sequenz der nachzuweisenden Bakterien (z. B. verschiedener Pseudomonas-Spezies) andererseits erlaubt das Auffinden 
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von DNA-Sequenzen, die fur die nachzuweisenden Bakterien (z. B. alle Pseudomonas-Spezies) charakteristisch sind 
Aus diesen DNA-Sequenzen konnen wiederum Oligonukleotide abgeleitetet werden, die als Primer und/oder Sonden in 
auf Nucleinsauren basierenden Verfahren einsetzbar sind, mit dem Ziel, die jeweilige Gruppe von Bakterien (z B alle 
Speaes der Gattung Pseudomonas) spezifischnachzuweisen. v 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen DNA-Sequenzen zum Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudo- 5 
monas, insbesondere Bakterien der Spezies Pseudomonas aeruginosa, basieren auf der 23S/5S intergenischen Region 
BaterT T H J"? ^ ^ * * Region wurde furdne JSLJKS 

S Nach exakten Sequenzvergleichen wurden keimspezifische Nucleinsauresequenzen bestimmt, fur 

kermen ^ " SP 6 * 6 ^^^**^ Nachweisverfahren benutzt werden 

Zum Nachweis der jeweiligen Gruppe von Mikroorganismen werden Nucleinsauren, vorzugsweise genomische DNA "* 
S2Jl3£S.? r ZU H UntereU ? enden Bakterienkultur enthaltenen ZeUen freigesetzt. Mittels Nuclein-' 

^ H h w i T ^ nn ' "? d ZWaf UntCr ElDSatZ der erfin dungsgema6en keimspezifischen Oligonukleotide als 
Sonde, der direkte Nachweis von keimspezifischen Nucleinsauresequenzen in der zu untersuchenden Probe erfolgen 
Geeignet hierzu sind verschiedene dem Fachmann bekannte Verfahren, wie z. B. "Southern blot" oder "dot blot" ' is 
^.T^K^ c VOT ^ m WCgen dCr h8heren Empfindlichkril, ein indirektes Nachweisverfahren, bei dem die 

E25£2S£££^ zunachst M der og - Verfahren zur AmpUfikation von Nucleinsauren > vorz ^- 

ASS^^ P^^A " n , ter Verwendun 8 der genannten Verfahren kann unter Einsatz von keimspezifi- 

Pnmer erfolgen. Dabei werden nur in dem Fall spezifische Amplifikate gebildet, m dem 20 
TriS nachzuweisenden Mkroorgamsmus anwesend ist. Durch eine nachgeschaltete Detektionsreaktion unter 
Verwendung von keimspezifischen Ohgonukleotiden als Sonden kann die Spezifitat des Nachweisverfahrens erhoht wer- 
tiden miguch nadlgeSChaltete Dete ktionsreaktion ist ebenso die Verwendung von nicht-keimspezifischen Oligonukleo- 

Icl^S^ NuC l einsaur ^- AmpUfikation auch in Anwesenheit eines oder mehrerer nicht-spezifischer Oligonu- 25 

kleotide durchgefuhrt werden, so daS moglicherweise auch DNA/RNA anderer, nicht-nachzuweisender Mikroorganis- 
Z dTh SIS' 1 derarti8 , eS Am P Ufi ^nsverfahren ist in der Regel weniger spezifisch und sollte da- 

de<n)^b2 es rcher1 Sen Detektl ° nsreaktlon mt einem ^ mehreren keimspezifischen Oligonukleotid(en) als Son- 
mi^" Fachn ^™ Sind ^ erschie dene Verfahren bekannt, mit denen die bei den indirekten Verfahren entstehenden Am- 30 
plifikationsprodukte nachgewiesen werden konnen. Dazu gehoren u. a. die Visualisierung mittels Gelelektrophorese die 
Hybndisierung yon Sonden an immobilisierte Reaktionsprodukte [gekoppelt an Nylon- oder NitroceUulose-Filter 
• ° U ( S bl f 1°*? I' B - ™ " bead ? oderMikrotiterplatten] und die Hybridisierung der Reaktionsprodukte an immo- 
bibsierte Sonden (z. B. "reverse dot blots" oder mit Sonden gekoppelte "beads" oder Mikrotiterplatten) 
,, n S m ! Vl ff l verschiedener Variants beschrieben, mit denen keimspezifische Oligonukleotide (z. B. Sonden 35 
und Pnmer) fur die beschriebenen direkten oder indirekten Nachweisverfahren markiert bzw modifiziert werden kon- 
!Thp r dl f h se |f beis P lelswe l ise radioaktive, farbige, fluoreszierende oder anderweitig modifizierte bzw. modifizie- 

; e ? thalt f n ' be -Pielsweise Antikorper, Antigene, Enzyme bzw. andere Substanzen mit Affinitat zu Enzy- 
Tnn^ 'l' S<,nden ™ f tamerk0nnen entweder natiirUch vorkommende oder synthetisch hergestellte 

PrStST 86 M er ,^ Z IT ? NA ^ ^ A Sdn bZW modifizierte F ™ von DNAoder RNA, wie z. B. 40 
TJ^K^t^l^A J X ^^ B "^ tm dUrCh Aminosauren «ter Peptide ausgetauscht). Einzelne oder 
rnehrere NukleoUde der Sonden oder Pnmer konnen gegen analoge Bausteine (wie z. B. Nukleotide die in der Ziel-Nu- 

e ^Z^Z^T^ erSCt S SCin T ; Bei °* indirekten Nachweisverfahren kann Detektion auch uber 

can intern-markiertes Amphfikat gefuhrt werden. Dies kann z. B. uber den Einbau von modifizierten (z. B. an Digoxige- 
mn oder an Fluorescein gekoppelten) Nukleosidtriphosphaten wahrend der Amplifikationsreaktion erfolgen 45 
Geeignet als erfindungsgemaBe keimspezifische Oligonukleotide sind Nucleinsauren, vorzugsweise 10 bis 250 Basen 

SSST? TJ 5" l 0BaSe u ^ * mindeStenS in dner 10 Basen lan * en Se <l uenz ■* de ° »*» angegebenenS 
quenzen bis 4 oder den hierzu komplementaren Sequenzen ubereinstimmen. Geringere Abweichungen (1 bis 2 Basen) 

ode^ Hvbndkien,n T ^ ^ * jWeils «W«b« Spezifitat bei der AmpUfikation unoV 

SoSSwn 8 ^ „ 8 I m F achmann lst bekannt ' daB im F ^ richer geringeren Abweichungen die Re- 50 
^onsbedingungen en^prechend verandert werden miissen; vgl. beispielsweise T. Maniatis, Molecular Cloning, Her- 
ausgeber G. Sambrook & E.F. Fntsch, Cold Spring Harbour Laboratory Press 1989 
Die Sequenz von Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10 145) im Bereich der 23S/5S intergenischen Region lautet: 
(Sequenz 1 = SEQ ID NO 1) ) 55 

ATAACACCCAAACAATCTGAYGATTGTGTGTTGTAAGGTGAAGTCGACGAACCGAAAGTTCGC 

ATGAACCGCAAACACCTTGAAATCACATACCTGAATCCGGATAGACGTAAGCCCAAGCGAACG 
GATAT 60 

AuBerdem wurde die Sequenz im Bereich der 23S/5S-intergenischen Region fur 6 weitere Stamme der Spezies Pseu- 
J™ ^Pn<»a sowie fur rmndestens je einen Stamm der folgenden Spezies bestimmt: PseudomomL asplenii, 65 

p ^ a troneUosis ' Pseudomon ^ corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Pseudomonas men- 
doana, Pseudomonas pseudoa^cabgenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas syringae. Die Se- 
quenzvergleiche ergaben, daB sich rnehrere, von Sequenz 1 abgeleitete Oligonukleotide fur den selektiven Nachweis von 
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Bakterien der Spezies Pseudomonas aeruginosa eignen. Geeignet fur solche keimspezifischen Oligonukleotide ist die Se- 
quenz der Region (12-131). 

Von Sequenz 1 wurden folgende, als Primer fur die PCR (Sequenz 3) und als Sonde (Sequenz 4), besonders geeignete 
Oligonukleotide abgeleitet. 

5 Oligonukleotid Pal (Sequenz 2) entspricht Position 2823-2842 eines 23S rRNA-Gens von Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 10 145 [Toschka et al. (1987), Nucleic Acids. Res. 15, 7182]: 

Oligonukleotid Pal : (Sequenz 2 = SEQ ID NO 2) 5'-GATAGGCTGGGTGTGTAAGC-3' 

10 Oligonukleotid Pa2: (Sequenz 3 = SEQ ID NO 3) 5'-CTTGGGCTTACGTCTATCCG-3' 

Oligonukleotid Pa3: (Sequenz 4 = SEQ ID NO 4) 5'-TTCAGGTATGTGATrTCAAGGTG-3'. 

Beispiel 1 

15 

Nachweis von Bakterien der Spezies Pseudomonas aeruginosa mit der Polymerase-Kettenreaktion 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Bakterien wurde DNA mittels Standardverfahren isoliert. Je ca. 10 bis 
100 ng dieser DNA-Praparationen wurde dann in Gegenwart von je 0,4 uM Oligonukleotid Pal undPa2, 200 uM dNTFs 
20 (Boehringer-Mannheim), 4 mM MgCl 2 , 16 mM (NH4) 2 S0 4 , 67 mM Tris/HCl (pH 8,8), 0,01% Tween 20 und 0,03 U/ul 
Taq-Polymerase (Biomaster) in die PCR eingesetzt. Die PGR wurde in einem Perkin-Elmer 9600 Thermocycler mit dem 
nachfolgend aufgefuhrten Thermoprofil durchgefuhrt: 



- initiale Denaturierung 


95 


°C 


5 


min 


- 1. Amplifikation {15 Zyklen) 


94 


°C 


35 


sek 




68 


°C 


30 


sek 




72 


°C 


30 


sek 


- 2. Amplifikation (20 Zyklen) 


94 


°C 


35 


sek 




64 


°c 


30 


sek 




72 


°c 


30 


sek 


- finale Synthese 


72 


°c 


5 


min 



45 Nacb Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Amplifikationsprodukte mittels Agarose-Gelelektrophorese aufge- 
trennt und durch Anfarbung mit Ethidiumbromid visualisiert. Das erwartete Produkt von 191 bp Lange wurde nur in den 
Fallen beobachtetet, in denen DNA von Stammen der Spezies Pseudomonas aeruginosa anwesend war (vergleiche Ta- 
belle 1), nicht aber bei Anwesenheit von DNA der anderen getesteten Bakterien. Nach Beendigung des Laufes wurde die 
in den Gelen enthaltene DNA mittels Standard-Methoden auf Nylon-Filter transferiert und zur tjberprufung der Spezifi- 

50 tat mit dem am 5'-Ende biotinylierten Oligonukleotid Pa3 (Sequenz 4) hybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte in 5 x 
SSC, 2% Blocking Reagenz, 0,1% Laurylsarcosin, 0,02% SDS und 5 pmol/ml Sonde fur 4 h bei 48 °C. Gewaschen 
wurde in 2 X SSC, 0,1% SDS fur 2 x 5 min bei Raumtemperatur und in 0,1 X SSC, 0,1% SDS fur 1 x 15 min bei 48°C. 
Die Detektion erfolgte nach Standard-Methoden mittels Alkalischer Phosphatase-Konjugate (Extravidin, Fa SIGMA, # 
E-2636) in Anwesenheit von 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat und 4-Nitro-Blue-TetrazoUumchlorid (Fa. Boehrin- 

55 ger Mannheim). 

Auf den Filtern wurde nur in den Fallen eine Bande beobachtet, in denen zuvor auch eine Bande auf dem Agarose-Gel 
sichtbar war (siehe Tabelle 1). Somit wurde mittels PCR und teilweise auch mittels Hybridisierung die Anwesenheit 
samtlicher der 82 getesteten Pseudomonas aeruginosa-Stamme nachgewiesen. Hingegen wurde keiner der getesteten 
nicht zu dieser Spezies gehorenden Bakterienstamme mit diesem System erfaBt. 



65 



6 
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Tabelle 1 



Resultate der PCR-Amplifikation mit den Oligonukleotiden Pal und Pa2 (SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3) und nach- 
folgender Hybridisierung mit dem Oligonukleotid Pa3 (SEQ ID NO 4) 



Spezies 


Stammbeze ichnung 


PCR 


Hybridisie- 
rung 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 9027 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 10145 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 14886 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15522 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15691 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15692 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 21472 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 21776 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33350 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33361 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33818 


1 

- 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33988 


_ 


"" + 


Pseudomonas aeruginosa 


LMG 8029 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 288 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 939 


i _ , .. 


■'■ + 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1117 


_ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1253 


_ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1299 






Pseudomonas aeruginosa 


BC 682 


_ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4283 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4880 


+ ~ " 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4937 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4938 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5258 


- 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5594 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5595 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5596 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5597 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5598 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5599 






Pseudomonas aeruginosa 


BC 5600 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5601 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5602 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5603 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5604 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5606 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5607 


+ 


+ 



55 



60 
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Spezies 


S t ammb e z e i chnung 


PCR 
_ - 


Hybridisie- 




dT~ inosa ' 

Pseu omonas aeruginosa 


Bb 5917~ J 





n. d. 


5 


PSGUClOltlOtlSS &Q£\lCflX10S&. 


BC 5918 


_ 


n. d. 




Pssucfonionas cisxii^rxnosci 


BC 5919 





n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5920 


_ 


n. d. 


10 


Pseu omonas aeruginosa 


BC 5921 


_ 


n. d. 






_ 


n. d. 




Pseudojno^as aeru^aosa 


BC 5923 


_ 


n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5924 


^ 


n. d. 


15 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5925 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 






n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5927 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5928 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5929 




n. d. 


20 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5930 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 






n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


iC 5933 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5934 


1, 




25 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7046 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7047 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7048 


t 






Pseudomonas aeruginosa 


BC 7049 


1 


n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7050 


+ 


n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7051 


* 


n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7052 


_ + . . . . 


n * r 




Pseudomonas aeruginosa 


, B 5_ 7 5. 53 


_ . ,.. , 


n ' 


35 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7054 


1 


Ei , • 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7055 


+ 


n- • 




Pseudomonas aeruginosa 


. BC 705S [ 


+ 






Pseudomonas aeruginosa 




+ 


~~~d~ 


40 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7058 


+ 


~~ ri' 

n ' d * 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7059 


+ 


n ~ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7060 


+ 


Ei__: 




Pseudomonas aeruginosa 


B^C 7062" 


1 




45 


Pseudomonas aeruginosa 




1 


~ d* 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7063 


1 


n' d' 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7064 


1 


n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7065 


+ 




50 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7066 


+ 


n' d* 




Pseudomonas aeruginosa 




+ 


n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7068 


+ 


n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7069 


+ 


n . d. 


55 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7070 


1 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7071 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 


3C 7072 




n. d. 




Pseudomonas aeruginosa 






n. d. 


60 


Pseudomonas alcaligenes 


DSM 50342 


: 




Pseudomonas asplenii 


DSM 50254 








Pseudomonas cepacia 


BC 3134 








Pseudomonas chlororaphis 


BC 1753 






65 


Pseudomonas citronellosis 


DSM 50332 






Pseudomonas corrugata 


DSM 7228 
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S t ammb e z e i chnung 


PCR 


Hybridisi -. 
rung 


Pseudomonas fluorescens 


BC 4B82 






Pseudomonas fluorescens 


BC 2439 


- 


- 


Pseudomonas fragi 


DSM 3456 


- 


- 


Pseudomonas mendocina 


DSM 50017 


- 


- 


Pseudomonas oleovorans 


DSM 1045 


- 


- 


Pseudomonas pickettii 


BC 3323 






Pseudomonas pseudoalcali - 
genes 


DSM 50188 




- 


Pseudomonas putida 


BC 4941 


- 


- 


Pseudomonas putida 


DSM 291 


- 


- 


Pseudomonas putida 


DSM 548 


- 


- 


Pseudomonas putida 
(ovalis) 


ATCC 950 


- 


- 


Pseudomonas stutzeri 


BC 4940 


- 


- 


Pseudomonas syringae 


DSM 10604 


- 


- 


Citrobacter amalonaticus 


DSM 4593 


- 


- 


Enterobacter aerogenes 


DSM 30053 


- 


- 


Escherichia coli 


ATCC 873 9 




- 


Escherichia hermanii 


DSM 4560 






Klebsiella pneumoniae 


BC 5362 






Klebsiella terrigena 


BC 4700 






Proteus vulgaris 


DSM 2024 






Providencia stuartii 


BC 5950 






Salmonella Anatum 


BC 2284 







BC: BioteCon-Stammsammlung, n.d. : Hybridisierung wurde nicht 
durchgef uhrt . 



Patentanspriiche 

40 

1. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daB man von mehreren Stammen ausgeht, die einerseits einer nach- 
zuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits nichtnachzuweisenden Bakterien an- 
gehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Stamm der genannten Bakterien (erster Stamm) genomische DNA 
isoliert, 45 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region gegebenenfalls mit dem direkt angrenzenden 
23S-Bereich und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt ge- 
winnt (erstes Amplifikationsprodukt), 

(c) mit einem zweiten, dritten, . . . und/oder nten Stamm der genannten Bakterien jeweils gemaB Stufen (a) 
und (b) genomische DNA isoliert, die 23S/5S-intergenische Region mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 50 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (zweites, 
drittes, . . .ntes Amplifikationsprodukt), 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaB (b) und (c) gewonnenen Amplifikationsproduk- 
ten bestimmt und die DNA-Sequenz des Amplifikationsproduktes gemaB (b) mit der DNA-Sequenz eines oder 
mehrerer Amplifikationsprodukte gemaB (c) vergleicht und 55 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzu- 
weisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas von nicht-nachzuweisenden Bakterien anhand von 
Unterschieden an mindestens einer Nukleotidposition im Sequenzbereich des Nucleinsauremolekuls unter- 
scheiden laBt. 

2. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1, dadurch gewinnbar, daB man von Stammen ausgeht, die einerseits nach- 60 
zuweisenden Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits nicht nachzuweisenden Bakterien eines anderen 
Genus (anderer Genera) als Pseudomonas angehoren. 

3. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daB man von mehreren StMmmen ausgeht, die einer nachzuweisenden 
und einer nichtnachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudomonas-Stamm dieser Gruppen (erster Stamm) genomische 65 
DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region gegebenenfalls mit dem direkt angrenzenden 
23S-Bereich und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt ge- 
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winnt (erstes Amplifikationsprodukt), 

(c) mit einem zweiten, dritten, . . . und/oder nten Pseudomonas-Stamm dieser Gruppen jeweils gemaB Stufen 
(a) und (b) geoomische DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region mit dem dirckt angrenzenden 23S-Be- 
reich und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt 

5 (zweites, drittes, . . .-ntes Amplifikationsprodukt), 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaB (b) und (c) gewonnenen Amplifikationsproduk- 
ten bestimmt und die DNA-Sequenz des Amplifikationsproduktes gemaB (b) mit der DNA-Sequenz eines oder 
mehrerer Amplifikationsprodukte gemaB (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzu- 
10 weisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas von der nicht-nachzuweisenden Gruppe von Bakte- 

rien des Genus Pseudomonas anhand von Unterschieden an mindestens einer Nukleotidposition im Sequenz- 
bereich des Nucleinsauremolekiils unterscheiden laBt. 

4. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 3, dadurch gewinnbar, daB man von Stammen ausgeht, die einer nachzu- 
weisenden Gruppe von Bakterien der Species Pseudomonas aeruginosa und einer nichtnachzuweisenden Gruppe 

15 von Bakterien anderer Pseudomonas-Species angehoren. 

5. Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 1 oder der hierzu komplementaren Sequenz. 

6. Nucleinsauremolekul mit gegeniiber einem Nucleinsauremolekul gemaB Anspruch 5 verkiirzter Sequenz, und 
zwar der Sequenz des Bereiches oder im Bereich der Nukleotidpositionen 12 bis 1 3 1 . 

7. Nucleinsauremolekul mit gegeniiber einem Nucleinsauremolekul gemaB Anspruch 5 verkiirzter Sequenz, nam- 
20 lich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iii) der zu (i) und (ii) jeweils komplementaren Sequenz. 

8. Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 2 oder der hierzu komplementaren Sequenz. 

25 9. Nucleinsauremolekul, dadurch gekennzeichnet, daB es hinsichtlich seiner Sequenz bei mindestens 10 aufeinan- 

derfolgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 aufeinanderfolgenden Nukleouden mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorher- 
gehenden Anspriiche ubereinstimmt oder 

30 (iii) in 8 von 10 aufeinanderfolgenden Nukleouden mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorher- 

gehenden Anspriiche ubereinstimmt oder 

(iv) zu mindestens 90% mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche homo- 
log ist. 

10. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB es 10 bis 250 und vorzugsweise 15 bis 30 
35 Nukleotide lang ist. 

11. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es einzelstran- 
gig oder doppelstrangig vorliegt. 

12. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es 
(i) als DNA oder 

40 (ii) als (i) entsprechende RNA 

(iii) als PNA vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremolekul gegebenenfalls in einer fur analytische Nachweisverfahren, insbesondere auf Basis 
von Hybridisierung und/oder Amplifizierung, an sich bekannten Weise modifiziert ist. 

13. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Nucleinsauremolekul dadurch mo- 
45 difiziert ist, daB bis zu 20% der Nukleotide von mindestens 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden seiner Nukleotid- 
kette, insbesondere 1 oder 2 Nukleotide, durch fur Sonden und/oder Primer an sich bekannte analoge Bausteine er- 
setzt sind, insbesondere durch Nukleotide, die bei Bakterien nicht naturlich vorkommen. 

14. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB das Nucleinsauremolekul da- 
durch oder zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert ist, daB es in einer fur analytische Nachweisverfahren an 

50 sich bekannten Weise eine oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, fluoreszierende Gruppen, Gruppen 

zur Immobilisierung an fester Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte Reaktion, insbesondere eine 
enzymatische Reaktion, insbesondere mit Hilfe von Antikorpem, Antigenen, Enzymen und/oder Substanzen mit 
Affinitat zu Enzymen oder Enzymkomplexen, und/oder anderweitig modifizierende oder modifizierte Gruppen nu- 
cleinsaureahnlichen Aufbaus aufweist. 

55 15. Kit fur analytische Nachweisverfahren, insbesondere zum Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas, 

gekennzeichnet durch ein oder mehrere Nucleinsauremolekule gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche. 
16. Verwendung ein oder mehrerer Nucleinsauremolekule gemaB einem der Anspriiche 1 bis 14 oder eines Kits ge- 
maB Anspruch 15 zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von Bakterien, welche einer Gruppe von Bakterien der 
Gattung Pseudomonas angehSren. 

60 17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudo- 

monas verschiedene Stamme von Pseudomonas aeruginosa umfaBt oder durch diese Stamme gebildet wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Gruppe von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas ausschlieBlich um Pseudomonas aeruginosa-Stamme handelt. 

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Nucleinsaurehybri- 
65 disierung und/oder eine Nucleinsaureamplifikation durchfuhrt. 

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Polymerase-Kettenreaktion als Nu- 
cleinsaureamplifikation durchfuhrt. 

21. Verwendung nach einem der Anspriiche 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB man den Nachweis dadurch 
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durchflihrt, daB man die nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden Bakterien anhand von Unterschie- 
den der genomischen DNA und/oder RNA an mindestens einer Nukleotidposition im Bereich eines Nucleinsaure- 
molekiils gemaB einem der Anspriiche 1 bis 14 unterscheidet. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB man anhand von Unterschieden im Bereich eines 
Nucleinsauremolekiils gemaB Anspruch 5 unterscheidet. 
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